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Ajda (Fagopyrum sp.) je rastlina, ki jo že vrsto let gojimo za uporabo v prehrani in farmaciji. 
V zadnjem času njeni koristni učinki na zdravje ljudi prihajajo še bolj v ospredje. Poleg 
visokega deleža proteinov in mineralov je znana po veliki vsebnosti fenolnih spojin, 
predvsem rutina, ki ga največ najdemo v njeni zeli. Njena raznolika sestava bioaktivnih snovi 
pozitivno vpliva na potek pogostih bolezenskih stanj, kot so povišan krvni tlak, 
hiperholesterolemija in sladkorna bolezen. V raziskavah so dokazali tudi nevroprotektivno, 
protitumorno in protivnetno delovanje. 
V magistrski nalogi smo ugotavljali vsebnosti flavonoidov rutina, kvercetina in kvercitrina 
ter fagopirinov v ekstraktih navadne ajde (Fagopyrum esculentum) sorte Darja, pridobljenih 
z ekstrakcijo s superkritičnim CO2 in etanolom. Vsebnost proučevanih spojin smo 
ugotavljali v ekstraktih listov, cvetov, nezrelih in zrelih plodov ter ajdovi kaši z analizo 
konvergenčne kromatografije ultravisoke ločljivosti (UPC2) in tekočinske kromatografije 
visoke ločjlivosti (HPLC). Za podrobnejši vpogled v sestavo vzorcev smo izvedli tudi 
analizo z GC-MS. 
Flavonoidov nismo detektirali pri vseh vzorcih. Največjo vsebnost (52,54 mg/g droge) smo 
ugotovili pri suhih listih navadne ajde. Od vseh treh flavonoidov se je najpogosteje pojavljal 
kvercitrin, in sicer največ v etanolnem ekstraktu cvetov frakcije CV1 (2,63 mg/g droge). 
Izmed CO2 in etanolnih ekstraktov je imel največ rutina etanolni ekstrakt listov frakcije CV1 
(0,23 mg/g droge), največ kvercetina pa etanolni ekstrakt listov frakcije CV3 (0,50 mg/g 
droge). Povzamemo lahko, da so pri navadni ajdi (F. esculentum) sorte Darja s flavonoidi 
najbolj bogati listi in cvetovi, najrevnejša pa kaša. V nasprotju s flavonoidi smo fagopirine 
detektirali pri vseh vzorcih. Največjo vsebnost smo ugotovili v CO2 ekstraktu listov frakcije 
CV1 (25,54 mg/g droge). Največ spojin (21) smo identificirali pri etanolnem ekstraktu listov 
frakcije CV3, najmanj pa pri kaši. Največ neidentificiranih snovi (18) smo analizirali pri 
etanolnem ekstraktu cvetov frakcije CV1. Delež identificiranih snovi je bil skoraj pri vseh 







Buckwheat (Fagopyrum sp.) is a plant that has been grown for its use in food and pharmacy 
for years. Lately, it has made it to the forefront with its beneficial effects on human health. 
Additionally to its high levels of proteins and minerals it is known for its high content of 
phenolic compounds, especially rutin, which is mostly found in its herb. Its diverse 
composition of bioactive substances has a positive effect on the development of common 
disease states like high blood pressure, hypercholesterolemia and diabetes. It is also 
attributed with neuroprotective, antitumor and antiinflammatory effects. 
In this master's thesis we determined the flavonoid contents of rutin, quercetin and quercitrin 
along with fagopyrins found in the common buckwheat (Fagopyrum esculentum) extracts of 
the Darja variety, that were obtained by extraction with supercritical CO2 and ethanol. The 
content of the studied compounds was determined in the extracts of leaves, flowers, 
unripened and ripened fruits as well as in buckwheat pulp with UPC2 and HPLC analyses. 
We also performed a GC-MS analysis for a more detailed insight into the composition of the 
samples. 
The flavonoids were not detected in all samples. The highest content (52,54 mg/g of the 
drug) was determined in dry leaves of common buckwheat. Out of all three flavonoids, we 
most frequently measured the content of quercitrin namely in the ethanolic flower extract of 
the CV1 fraction (2,63 mg/g of the drug). Out of the CO2 and ethanol extracts, the most rutin 
is in the ethanolic leaves extract of the CV1 fraction (0,23 mg/g of the drug), and the most 
of the quercetin is in the ethanolic leaves extract of the fraction CV3 (0,50 mg/g of the drug). 
We can summarize that in the common buckwheat (F. esculentum) of the Darja variety, 
leaves and flowers come in with the highest flavonoid levels while the pulp comes in last 
with the lowest amounts. In contrast to flavonoids, fagopyrins were detected in all samples. 
The highest content was found in the CO2 leaves extract of the CV1 fraction (25,54 mg/g of 
the drug). Most compounds (21) were identified in the ethanolic leaves extract of the CV3 
fraction, and at the least here in the pulp. Most unidentified substances (18) were analyzed 
in the ethanolic flower extract of the CV1 fraction. The proportion of identified substances 





ABPR avtomatski regulator tlaka (ang. automated back pressure regulator) 
AUC površina pod krivuljo (ang. area under the curve) 
CO2 ogljikov dioksid 
CoA koencim A 
CV zbiralna posoda (ang. collection vessel) 
EtOH etanol 
GC-MS plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (ang. gas 
cromatoghaphy-mass spectrometry) 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. high performance liquid 
cromatography) 
ICH mednarodna konferenca o harmonizaciji (ang. International Conference 
on Harmonisation) 
ROS reaktivne kisikove zvrsti 
UPC2 
 
konvergenčna kromatografija ultra visoke ločljivosti (ang. ultra 
performance convergence cromatography) 






V zadnjem času ljudje vedno več pozornosti posvečamo zdravemu načinu življenja, kamor 
sodi tudi zdrava in uravnotežena prehrana. Ajdo uvrščamo med polnovredna živila, 
predvsem zaradi njene kompleksne aminokislinske sestave ter visoke vsebnosti polifenolov, 
vitaminov in mineralov. Uživanje ajde dokazano pozitivno vpliva na človekovo zdravje, 
bodisi kot živilo v prehrani, kot izvleček v prehranskih dopolnilih ali v obliki čaja. 
Med rastlinami spada ajda med najbogatejše vire flavonoidov, ki so znani po svojem 
antioksidativnem delovanju. Najbolj zastopan flavonoid v ajdi je rutin; veliko ga najdemo v 
listih in cvetovih, največ pa v svežih kalčkih. V nadaljevanju se bomo poleg rutina 
osredotočili še na flavonoida kvercetin in kvercitrin ter na fagopirine, fototoksične spojine, 
ki lahko pri prekomernem uživanju ajde privedejo do neželenih učinkov. [1] [2] 
Modernizacija in izjemen tehnološki napredek v zadnjih dvajsetih letih ima žal tudi velik 
negativen vpliv na naše okolje. Usmerjanje v t. i. »zeleno tehnologijo« poteka tudi na 
kemijskem področju, med drugim se zavzemamo za manjšo porabo okolju nevarnih 
organskih topil. Ekstrakcija s superkritičnimi fluidi je ena izmed novejših metod ekstrakcije, 
ki namesto klasičnih organskih topil uporablja snovi v superkritičnem stanju, najpogosteje 
ogljikov dioksid. Zaradi svojih lastnosti v superkritičnem stanju, kot so majhna gostota, 
velika difuzija in majhna viskoznost, je dobro ekstrakcijsko topilo za mnoge snovi v 
rastlinskem materialu. [3] 
Ker do sedaj v znanstvenih objavah še nismo zasledili obravnave superkritičnih ekstraktov 
ajde, smo se odločili, da bomo navadno ajdo (Fagopyrum esculentum) ekstrahirali s 
superkritičnim ogljikovim dioksidom in nato analizirali vsebnost flavonoidov rutina, 





Ajda (znanstveno ime Fagopyrum) je predstavnica družine dresnovk (Polygonaceae), v 
katero uvrščamo več kot 1200 rastlinskih vrst. Je enoletna rastlina, ki spada med 
kritosemenke in dvokaličnice. Zaradi podobnega načina gojenja ter uporabe v kmetijstvu oz. 
prehrani, jo botanično nepravilno uvrščamo med žita, saj se botanično precej razlikuje od 
ostalih žitaric, ki so enokaličnice iz družine trav (Poaceae). Najbolj poznani vrsti sta navadna 
(Fagopyrum esculentum Moench) in tatarska ajda (Fagopyrum tataricum Gaertner). [4], [5] 
Izvira iz jugovzhodne Azije, natančneje iz pokrajine Junan na Kitajskem. Skozi čas se je 
preko Rusije razširila v Evropo in se prilagodila tudi na naše okolje. [6] Največ ajde v 
današnjem času pridelajo v Rusiji in na Kitajskem, medtem ko je največja poraba v ZDA, 
Kanadi in Evropi. [4] 
1.1.1 MORFOLOŠKE LASTNOSTI AJDE 
Navadna ajda (slika 1) najbolje uspeva na 
peščeno-ilovnati zemlji, kjer iz globljih plasti 
tal črpa vodo in hranila z vretenastimi 
koreninami s številnimi koreninskimi laski. 
Zelnato steblo je okroglo, votlo, kolenčasto in 
zaradi antocianinov pogosto rdečkaste barve. 
Iz kolenc spiralno po steblu izraščajo listi, ki 
so srčaste in suličaste oblike. Spodnji listi so 
večji in pecljati, zgornji pa manjši in sedeči. 
Rastlina je visoka od 60 do 100 cm, odvisno 
predvsem od sorte in razmer za rast. Cveti od 
julija do oktobra. Ima enojno cvetno odevalo 
iz petih cvetnih listov belo-rožnate barve. 
Venčnih listov nima. Cvetovi so združeni v 
grozdasta socvetja. Znotraj cveta je osem 
prašnikov in pestič s tremi brazdami. Dolžine 
prašnikov in vratov pestičev niso enake pri 
vseh cvetovih. 
Poznamo cvetove z dolgimi prašniki in kratkimi vratovi pestičev ter obratno. Na polju 
navadne ajde so tako pomešane rastline obeh tipov cvetov. Oploditev se namreč lahko zgodi 




samo s prenosom peloda enega tipa cveta na pestič drugega tipa. Obstajajo tudi izjeme, ko 
so na rastlini vsi prašniki in pestiči enako dolgi. Ajda spada med žužkocvetke, oprašujejo jo 
predvsem čebele. Seme je gladek, trirob plod, ki meri v dolžino od 4 do 7 cm. Luščina ploda 
je sive do rjave barve. Ajdo sejemo od začetka maja do konca junija, žanjemo pa od 
septembra do oktobra. [5]–[7] 
1.1.2 UPORABA AJDE 
V prehrani velja ajda za polnovredno živilo. Poleg ogljikovih hidratov predstavlja vir 
proteinov z raznoliko aminokislinsko sestavo, vlaknin, večkrat nenasičenih maščobnih 
kislin, vitaminov (B1, B2, B3 in B6) in mineralov (cink, baker in magnezij). [2], [8] 
Tradicionalno v Sloveniji iz nje že vrsto let pripravljamo ajdove žgance, vedno bolj pa je 
razširjena uporaba ajdove moke za izdelavo kruha in ostalih pekovskih izdelkov, saj ne 
vsebuje glutena in je zato primerna v dieti pri ljudeh s celiakijo in za tiste, ki so se odločili, 
da iz svoje prehrane izločijo gluten. [9] 
Uporaba zeli ajde v zdravilne namene je manj poznana, ne pa manj pomembna. Mnoge 
raziskave pripisujejo uživanju ajde pozitiven vpliv na človekovo zdravje. Vsebuje 
flavonoide, fitosterole in inozitole, ki lahko izboljšajo potek različnih kroničnih bolezni. [8] 
Značilne spojine so rutin, kvercitrin, kvercetin, hiperozid, klorogenska kislina, galna kislina, 
salicilna kislina, beta-sitosterol in fagopirini. [4] Delujejo protivnetno, protitumorno, 
nevroprotektivno, antidiabetično, vplivajo na zniževanje holesterola v krvi ter pripomorejo 
k izboljšanju bolezenskih stanj, povezanih s hipertenzijo, fagopirini pa so odgovorni za 
fototoksičnost. V raziskavah poročajo tudi o njenem prebiotičnem delovanju. [8] 
1.1.3 FOTOTOKSIČNOST 
Pri večdnevnem zaporednem uživanju ajdove zeli, kalčkov, še posebej pa cvetov, se lahko 
pojavijo neželeni učinki, ki jih s skupnim imenom označujemo fagopirizem. Glavni krivec 
so fototoksične spojine fagopirini, ki so po strukturi zelo podobni hipericinu (slika 2), glavni 
učinkovini šentjanževke (Hypericum perforatum). Do sedaj poznamo fagopirine A, E in F, 
vsi pa izhajajo iz predstopnje, protofagopirina (slika 3). Pretvorba se zgodi pod vplivom UV-







Fagopirini absorbirajo UV-svetlobo, zaradi česar se pretvorijo v vzbujeno, bolj reaktivno 
stanje. Posledica je oksidacija celičnih lipidov, proteinov in nukleinskih kislin, kar vodi v 
vnetje. Simptomi, ki jih fagopirizem povzroča pri človeku, so opekline, občutljivost na 
hladno ter ščemenje in otopelost rok. Čeprav je zanesljivih podatkov raziskav o toksičnosti 
fagopirinov malo, lahko trdimo, da je uživanje ajdove kaše, moke in čaja v normalnih 
količinah varno. Tudi baze podatkov o zastrupitvah pri ljudeh do sedaj ne beležijo 
zastrupitev z ajdo. Maksimalna priporočena vrednost je od 30 do 40 g ajdove zeli na dan. 
[2], [5]  
1.2 FENOLNE SPOJINE 
Fenolne spojine so snovi, sestavljene iz vsaj enega aromatskega obroča, na katerega je 
neposredno vezana ena ali več hidroksilnih skupin. Za slednje, ki jih najdemo v naravi 
največ, se je uveljavilo tudi drugo ime – polifenoli. Glede na strukturne značilnosti mednje 
uvrščamo fenolne kisline, flavonoide in tanine. Gre za zelo raznoliko skupino spojin, ki 
sodelujejo pri razmnoževanju, rasti in zaščiti rastlin. [5] 
1.2.1 BIOSINTEZA 
Fenolne spojine so mešanega nastanka, saj njihova biosinteza poteka po dveh različnih 
poteh. En del molekule nastane po šikimatni poti, kjer preko substratov fosfoenolpiruvata in 
eritroze 4-fosfata nastane molekula šikimata. Ta se nato spremeni do prefenata, ki služi kot 
prekurzor za biosintezo aromatskih aminokislin fenilalanina, tirozina in triptofana. Tu se 
začne fenilpropanoidna pot z deaminacijo fenilalanina, ki jo katalizira encim fenilalanin 
amoniaza (PAL). Nastane cimetna kislina, ki se nato hidroksilira v p-kumarno kislino. Pot 
se konča z nastankom p-kumaril CoA. Sledi združitev s tremi molekulami malonil CoA, ki 
predstavljajo drugi del molekule. Nastane intermediat, ki vodi v nastanek halkona. Z 




delovanjem različnih encimov iz njega nastanejo ostale fenolne spojine. Za lažjo predstavo 
je biosinteza fenolnih spojin predstavljena v shemi (slika 4). [10] 
 




1.2.2 ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE 
Antioksidanti so naravne ali sintezne snovi, ki ščitijo biomolekule pred poškodbami, 
povzročenimi zaradi oksidacijskih reakcij. Te namreč povzročajo oksidativni stres, ki lahko 
privede do poškodbe celice oziroma njene smrti. [11] 
Antioksidanti so lahko endogenega ali eksogenega izvora. Med slednje štejemo flavonoide, 
karotenoide ter vitamina C in E, ki jih v telo vnašamo s hrano. Dokazano je, da prehrana z 
veliko sadja in zelenjave, ki so vir antioksidantov, v značilni meri zmanjša tveganje za razvoj 
rakavih, srčno-žilnih in drugih vnetnih bolezni. V nasprotnem primeru pa uživanje teh istih 
izoliranih učinkovin nima enakega učinka. S previsokimi koncentracijami le teh lahko celo 
izzovemo negativne, t. i. prooksidativne učinke. [5] 
V mnogih raziskavah so dokazali antioksidativno delovanje ajde, ki ga lahko pripišemo 
sinergističnemu učinku flavonoidov, antocianinov, proantocianinov, skvalena, vitamina E in 
fenolnih kislin. [4] 
1.3 FLAVONOIDI 
Flavonoidi predstavljajo največjo skupino polifenolov (slika 5). Čeprav beseda flavonoid 
izhaja iz latinske besede flavus, kar pomeni rumen, v to skupino prištevamo mnoge rastlinske 
pigmente. Halkoni, avroni in nekateri flavonoli so zaslužni za rumeno barvo, antocianini pa 
za rdečo, vijolično in modro. Barvo dajejo predvsem cvetovom, redkeje plodovom in listom. 
Zaradi tega imajo pri rastlinah pomembno vlogo, saj privabljajo opraševalce in tako 
omogočajo razmnoževanje. Absorbirajo namreč UV-svetlobo, kar se kaže kot živahen 
vzorec, ki ga vidijo le žuželke, ki oprašujejo cvetove. [5] Poleg tega tudi ščitijo rastline pred 
poškodbami celic in tkiv z UV-žarki, sodelujejo kot obrambne molekule pred škodljivci in 
tudi v interakciji z mikroorganizmi na rastlini. [12] 
Vsem flavonoidom je skupen osnovni 2-fenilkromanski skelet iz treh obročev, ki jih 
sestavlja 15 ogljikovih atomov. Med seboj se razlikujejo v različni razporeditvi hidroksilnih 
in metoksi skupin ter vezanih sladkorjih (glikozilaciji). Najbolj razširjeni so flavoni in 





Slika 5: Osnovne strukture glavnih skupin flavonoidov, povzeto po [5]. 
Ker je jedro nepolarno, nanj pa so pripete različne polarne funkcionalne skupine, spadajo 
flavonoidi med semipolarne snovi. Zato so za njihovo ekstrakcijo primerna polarna organska 
topila, kot so metanol, etanol, acetonitril in aceton. [12] 
Vsebnost flavonoidov v ajdi se razlikuje ne samo glede na rastlinski del, ampak tudi glede 
na vrsto ajde, pomemben vpliv pa imajo tudi čas setve in zunanji pogoji za rast. [9] V 
primerjavi s pšenico in koruzo je vsebnost flavonoidov v ajdi tudi do 50-krat večja. [14] 
1.3.1 RUTIN 
Rutin, kvercetin-3-rutinozid oziroma 3',4',5,7-tetrahidroksi-flavon-3-rutinozid, je flavonol 
glikozid, ki ima na mestu 3 pripeti dve enoti sladkorja (slika 6). Znano je, da se nahaja v več 
kot 70 rastlinskih vrstah. Pomemben vir naravnega rutina je navadna ajda, saj ga v njeni zeli 
najdemo od 2 do 10 %. [5], [15] Glede na dele rastline je največja koncentracija rutina v 
listih in cvetovih, še več pa ga najdemo v svežih kalčkih ajde. Koncentracija je odvisna 
predvsem od prejete UV-svetlobe. Velika variabilnost rutina se pojavi tudi v različnih 
frakcijah ajdove moke: od 19 do 160 mg/kg moke, saj gre za različno razporeditev rutina in 





Slika 6: Kemijska struktura rutina 
Terapevtski odmerek rutina se giblje od 180 do 350 mg. Če na dan zaužijemo 100 g ajdove 
moke, to predstavlja približno 10 % terapevtskega odmerka. [1] Deluje protimikrobno, 
protivnetno, antikancerogeno, antidiabetično in antioksidativno. Uporabo rutina svetujemo 
predvsem pri bolezenskih stanjih, kot so krčne žile, notranje krvavitve in hemoroidi. [15] 
Rutin zavira encim hialuronidazo, katere aktivnost se poveča ob vnetju. S tem prepreči 
razgradnjo hialuronske kisline v bazalni membrani kapilar in tako prepreči njihovo čezmerno 
prepustnost in posledično nastajanje edemov. K delovanju pripomorejo tudi njegovi 
metaboliti, ki nastanejo pri presnovi v telesu. [5] 
Največji problem predstavlja njegova slaba biološka uporabnost, saj je kljub dvema enotama 
sladkorja v svoji strukturi slabo topen v vodi, ni stabilen in slabo prehaja prek bioloških 
membran. [15] Zaradi slabe absorpcije iz prebavnega trakta v kri ga prebavni encimi v 
tankem črevesu in bakterije v začetku kolona metabolizirajo v kvercetin in ostale razpadne 
produkte, ki se nato absorbirajo v večji meri. [5]  
1.3.2 KVERCETIN 
Kvercetin je sekundarni metabolit, ki nastane iz rutina oziroma kvercitrina po delovanju 
encima flavonol-3-glukozidaze, ki katalizira hidrolizo sladkorjev (slika 7). Do pretvorbe ne 
pride samo v rastlinah, ampak tudi v našem telesu zaradi mikroflore v prebavnem traktu. 
Absorpcija kvercetina v kri je velika, do 53 %, vendar relativno počasna, saj je maksimalna 
koncentracija v plazmi dosežena po šestih urah. Njegov glavni metabolit je kvercetin-3-O-
β-glukuronid (Q3GA). Neabsorbiran se v tankem črevesu in kolonu metabolizira večinoma 





Slika 7: Kemijska struktura kvercetina 
Največ kvercetina najdemo v cvetovih ajde. Njegova vsebnost se s časom povečuje, kar 
lahko pripišemo encimski razgradnji rutina. [17] 
Živila, ki imajo veliko vsebnost kvercetina, so pravi čaj, rdeče vino ter sadje in zelenjava. 
Priporočen dnevni vnos je med 10 in 100 mg. Znan je po močnem antioksidativnem 
delovanju in deluje protivnetno in antitrombotično. Raziskovalci ga izpostavljajo kot 
obetajočo učinkovino za preprečevanje in zdravljenje različnih oblik raka ter bolezni, 
povezanih z debelostjo. [16] 
1.3.3 KVERCITRIN 
Kvercetin-3-ramnozid je flavonoid, pri katerem je ramnoza pripeta na aglikon kvercetina 
(slika 8). Enako kot rutin je tudi kvercitrin glikozilirana oblika kvercetina. Tako kot ostali 
flavonoidi je znan po svojem antioksidativnem delovanju. Poleg tega so raziskave potrdile 
njegovo vlogo v boju proti bakterijskim okužbam, alergijskim reakcijam in tudi pri 
preprečevanju celične smrti in apoptoze kot posledic delovanja reaktivnih kisikovih zvrsti 
zaradi UV-sevanja. Jabolka, grozdje, čebula in paradižnik so nekatere vrste sadja in 
zelenjave, bogate s kvercitrinom. Tatarska ajda (Fagopyrum tataricum) ga ima največ v 
endospermu, ostale vrste pa v cvetovih in listih. [17], [18] 
 






Ekstrakcija je kemijska metoda, ki omogoča odstranjevanje molekul, topnih v 
ekstrakcijskem topilu, iz trdnih ali tekočih zmesi. Med tradicionalne ekstrakcijske metode 
štejemo ekstrakcijo z organskimi topili, maceracijo z rastlinskimi ali živalskimi lipidi in 
destilacijo z vodo ali vodno paro. Najširše uporabljana je ekstrakcija z organskimi topili, 
katere izvedba je sicer relativno enostavna, vendar večinoma vključuje uporabo zdravju in 
okolju škodljivih topil, ki jih je nato potrebno odstraniti, ter segrevanje, kar povzroči izgubo 
termolabilnih snovi v ekstraktu. Te ekstrakcije so mnogokrat selektivne le za določeno vrsto 
snovi, kar lahko predstavlja prednost ali pomanjkljivost, odvisno od namena ekstrakcije.  
Zaradi želje po varčevanju z energijo in uporabi okolju bolj prijaznih ekstrakcijskih topil se 
je v devetdesetih letih prejšnjega stoletja začela uveljavljati t. i. zelena kemija tudi na 
področju ekstrakcij. Novejše metode, ki sledijo načelom zelene kemije, so ekstrakcija z 
uporabo ultrazvoka, ekstrakcija z uporabo mikrovalov, ekstrakcija s superkritičnimi 
tekočinami, ekstrakcija z mehanskim stiskanjem in ekstrakcija DIC (détente instantanée 
contrôlée ali instant control pressure drop). Od vseh naštetih samo ekstrakcija s 
superkritičnimi tekočinami zagotavlja oboje, proces z manjšo porabo energije in alternativo 
pri izbiri ekstrakcijskega topila. [19], [20] 
1.4.1 SUPERKRITIČNE TEKOČINE 
Superkritično stanje katerekoli snovi dosežemo, ko sta temperatura in tlak v območju nad 
njeno kritično točko. Gre za homogeno fazo, ki hkrati izkazuje lastnosti tekočine in plina. 
Zaradi majhne viskoznosti in visoke difuzije, podobne difuziji plina, ter gostote, podobne 
gostoti kapljevine, lahko superkritična tekočina pri ekstrakciji učinkovito prodira skozi 
rastlinski material. Za topilo pri ekstrakciji s superkritično tekočino so preizkušali že mnogo 
snovi, na primer amonijak, dušik, vodo, propan, n-butan, dušikov oksid, dimetileter itd., a je 
njihova uporaba večinoma omejena, saj imajo škodljiv vpliv na zdravje ljudi ali pa 
predstavljajo preveliko tveganje pri delu z njimi. Ogljikov dioksid (CO2) zaradi svojih 
fizikalnih in kemijskih lastnosti v superkritičnem stanju zadosti mnogim kriterijem in je zato 
najpogosteje uporabljano topilo pri ekstrakcijah s superkritičnimi tekočinami. [19], [20] 
1.4.2 EKSTRAKCIJA S SUPERKRITIČNIM CO2 
CO2 ima kritično točko pri 31,0 °C in 73,8 bar (7398 kPa, 1073 psi), torej ima lastnosti 






Slika 9: Fazni diagram CO2 
Relativno nizki vrednosti kritične temperature in tlaka v primerjavi z ostalimi 
superkritičnimi tekočinami ne omogočata samo lažjega rokovanja pri delu, ampak tudi 
ekstrakcijo termolabilnih snovi. Poleg tega je enostavno dobavljiv, omogoča ponovno 
uporabo (recikliranje) in ni toksičen. Ker je CO2 pri sobnih pogojih v plinastem agregatnem 
stanju, izhlapi iz ekstrakta in tako nimamo zaostanka topil, kar je pogosto slabost ostalih 
ekstrakcijskih metod. Vse naštete prednosti pripomorejo k visoki kakovosti produkta 
oziroma ekstrakta rastlinskega materiala.  
Glavna pomanjkljivost izbora CO2 za ekstrakcijsko topilo je njegova nepolarnost, kar 
pomeni, da je metoda dokaj selektivna le za nepolarne molekule. Na to lahko vplivamo z 
dodajanjem bolj polarnega sotopila in tako povečamo obseg oziroma spekter ekstrahiranih 
snovi. Visoka je tudi cena storitve, saj so ekstraktorji za superkritični CO2 kompleksne 
naprave, ki so dražje in navadno veliko večje kot ostale laboratorijske aparature za 
ekstrakcijo, zato posledično potrebujemo tudi večji prostor. [19], [20] 
1.4.2.1 EKSTRAKTOR 
Osnovni deli ekstraktorja za superkritični CO2 so ekstrakcijska posoda, kamor potlačimo 
zmlet posušen rastlinski material, črpalka za CO2, črpalka za sotopilo, reciklator CO2 in 
zbirna posoda za ekstrakt. Volumen ekstrakcijske posode lahko variira od nekaj 100 ml do 
več 10 L, odvisno ali je ekstraktor namenjen za laboratorijsko ali industrijsko uporabo. 
Podrobnejša predstavitev sestavnih delov ekstraktorja Waters®, s katerim smo izvajali 





Slika 10: Shema superkritičnega ekstraktorja Waters®, povzeto po [21].
1.) Računalnik s programskim sistemom ChromScope 
2.) Ekstrakcijska posoda 10 L (extraction vessel, EV) 
3.) Ročna zaklopka (manual valve outlet) 
4.) Avtomatski modul, ki omogoča avtomatsko menjavo 
 v primeru dveh ekstrakcijskih posod 
5.) Avtomatski regulator tlaka (ABPR), ki regulira in ohranja 
nastavljeni tlak med ekstrakcijo 
6.) Grelec med zbiralnima posodama 2 in 3, ki preprečuje, da 
bi ekstrakt zašel v reciklator (inline collection heater) 
7.) Ročni regulator tlaka (manual back-pressure regulator) 
8.) Zbiralne posode za ekstrakt 2 L (collection vessel, CV) 
9.) Reciklator CO2 
10.) Jeklenka CO2 
11.) Hladilni sistem za reciklator CO2 
12.) Merilec pretoka (g/min) 
13.) Glavni hladilni sistem 
14.) Črpalka za sotopilo 
15.) Grelec za ekstrakcijsko topilo (HE2) 
16.) Črpalka za CO2 
17.) Ventil MV2 
18.) Moduli za kontrolo temperature 
 
Glavna parametra za kontrolo ekstrakcijskega procesa sta temperatura in tlak. Z njunim 
spreminjanjem vplivamo na gostoto, viskoznost in difuzijo ekstrakcijskega topila in 
posledično na vrsto in spekter ekstrahiranih snovi. Večja kot sta temperatura in tlak, večji je 
spekter spojin, ki jih CO2 ekstrahira. Pri večjem tlaku se ekstrahirajo tudi bolj polarne snovi. 
Polarnost lahko še povečamo z dodatkom manjše količine sotopila, na primer metanola, 
etanola ali vode. Pomembno je, da se izbrano topilo dobro meša s superkritičnim CO2 in da 
je kompatibilno z materiali, iz katerih je narejen ekstraktor. Delež sotopila je po navadi okoli 
5%. Dejstvo je, da se za vsako rastlino ekstrakcijski parametri razlikujejo, in je za ekstrakcijo 




Pomembna parametra sta tudi velikost delcev rastlinskega materiala in vsebnost vode. Manj 
zmleta biomasa zahteva daljši čas ekstrakcije, medtem ko imajo manjši delci večjo absolutno 
površino in posledično topilo hitreje difundira skozi ekstrahirani material. Vseeno pa ni 
zaželeno, da je masa preveč zmleta, saj to lahko privede do aglomeracije. Prisotnost vode 






2 NAMEN DELA 
Navadna ajda se zaradi raznolike in visoke vsebnosti polifenolov ter njihovih bioloških 
učinkovin in terapevtskega delovanja vedno bolj uveljavlja na področjih zdravil rastlinskega 
izvora, prehranskih dopolnil in živil. V zadnjem času je zato tema mnogih znanstvenih 
raziskav, v katere je vključena tudi Katedra za farmacevtsko biologijo Fakultete za 
farmacijo. 
Namen magistrske naloge bo izvedba ekstrakcije izbranih rastlinskih delov navadne ajde 
(Fagopyrum esculentum) sorte Darja s superkritičnim ogljikovim dioksidom in etanolom. 
Sledil bo razvoj analizne metode konvergenčne kromatografije ultravisoke ločljivosti 
(UPC2), s katero bomo ugotavljali vsebnost flavonoidov rutina, kvercetina in kvercitrina v 
ekstraktih, pridobljenih z ekstrakcijo s superkritičnim CO2 in etanolom. Z namenom 
celostnega ovrednotenja rezultatov bomo izvedli tudi primerjalno analizo s predhodno 
razvito metodo HPLC, kjer bomo poleg flavonoidov ugotavljali še vsebnost fagopirinov, ter 
analizo z GC-MS.  
Cilj naloge je ovrednotiti, ali je ekstrakcija s superkritičnim ogljikovim dioksidom primerna 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 RASTLINSKI MATERIALI 
Rastlinski material, ki je služil kot osnova za raziskovalni del naloge, je bilo 10 kg zeli 
posušene ajde Fagopyrum esculentum sorte Darja, ki je rasla na polju v kraju Gameljne pod 
Šmarno goro. Prvih 6 do 7 tednov smo s pomočjo škarij in pincete ločevali posamezne 
rastlinske dele ajde, torej stebla, liste, cvetove, zrele in nezrele plodove (preglednica I). 
Slednje smo ločevali organoleptično. Kasneje smo od pridelovalca prejeli še oluščeno 
ajdovo kašo.  
Preglednica I: Mase rastlinskega materiala 
rastlinski material masa (g) 
listi 225,86 
cvetovi 149,12 
nezreli plodovi 1180,00 
zreli plodovi 227,76 
oluščena kaša 2000,00 
 
3.1.2 REAGENTI IN TOPILA 
 Ekstrakcija  
 CO2 (Istrabenz plini; Koper, Slovenija) 
 Etanol 96 %, denaturiran (Chemcolor Sevnica; Sevnica, Slovenija) 
 
 UPC2 
 CO2 (Istrabenz plini; Koper, Slovenija) 
 Metanol HPLC (J. T. Baker; Deventer, Nizozemska) 
 Mravljična kislina (Merck; Darmstadt, Nemčija) 
 Fosforjeva(III) kislina (Sigma-Aldrich; Steinheim, Nemčija) 
 DMSO (Sigma-Aldrich; Steinheim, Nemčija) 
 
 HPLC 
 Demineralizirana voda (Fakulteta za farmacijo; Ljubljana, Slovenija) 




 Piridin (Merck; Darmstadt, Nemčija) 
 Acetonitril HPLC (Panreac; Barcelona, Španija) 
 Voda HPLC (Panreac; Barcelona, Španija) 
 Trifluorocetna kislina (Roth; Karlsruhe, Nemčija) 
 
 GC-MS 
 Heksan GC-MS (Merck KGaA; Darmstadt, Nemčija) 
3.1.3 STANDARDI 
 Rutin trihidrat (Ph. Eur. Reference Standard; Strasbourg, Francija) 
 Kvercetin dihidrat (LGC; Luckenwalde, Nemčija) 
 Kvercitrin (HWI; Rülzheim, Nemčija) 
 Hipericin (PhytoLab; Vestenbergsgreuth, Nemčija) 
3.1.4 APARATURE 
 Priprava vzorcev za ekstrakcijo 
 Mlinček Blender 8010EB, HBBTWT (Waring Commercial; USA) 
 Tehtnica KERN 440-35A 
 Tehtnica KERN ABJ-NM/ABS-N 
 
 Priprava standardov in vzorcev za UPC2 
 Rotavapor BÜCHI R-210 
 Tehtnica KERN ABJ-NM/ABS-N 
 Ultrazvočna kadička Elma Elmasonic S 120H 
 
 Waters Acquity UPC2 (Waters Corporation, ZDA) 
 Detektor PDA (photodiode array) 
 Kolona Torus 2-PIC (130 Å, 1.7 μm, 3.0 mm × 100 mm) 
 Kolona Torus 1-AA (130 Å, 1.7 μm, 3.0 mm × 100 mm) 
 Kolona BEH-2-EP (130 Å, 1.7 μm, 3.0 mm × 100 mm) 








 Priprava standardov in vzorcev za HPLC 
 Tehtnica Mettler Toledo XS205 Dual Range 
 Ultrazvočna kadička Bandelin Sonorex Digitec  
 
 HPLC (Shimadzu Corporation, Japonska) 
 Sistem UFCL XR Shimadzu 20AD XR 
 Setektor Diode Array SPD-M20A 
 Kolona Phenomenex Kinetex (Kinetex 2.6 u C18 100A, 100 × 4,6 mm) 
 Shimadzu HPLC analizni sistem je bil voden z računalniškim programom LC 
Solution Shimadzu 1.24 SP1 
 
 Drugo 
 Spatule, čolnički, čaše, steklene palčke, merilne bučke, bučke, merilne pipete, 
polnilne pipete, avtomatske pipete, nastavki za pipete, plastične epruvete, 
plastične brizge, filtri za injekcijske brizge 0,22 μm, injekcijske igle, steklene 
viale, škarje, pinceta 
 
3.2 METODE 
3.2.1 PRIPRAVA VZORCEV ZA EKSTRAKCIJO 
Posamezne rastlinske dele posušene ajde smo ločeno zmleli s pomočjo mlinčka. Uprašeni 
material smo nato prenesli v 10-litrsko ekstrakcijsko posodo in ga z batom dobro potlačili 
na dno. Optimalno je, da rastlinski material zapolni ves volumen posode in da je med delci 
čim manj prostora z zrakom, saj tako superkritični CO2 lažje prodre skozi biomaso. Ker je v 
našem primeru rastlinski material zapolnil le majhen del volumna posode, smo preostali 








Ekstrakcije smo izvajali v podjetju Škrlj, d. o. o., (Batuje 90, Črniče). Metoda, ki smo jo 
uporabili, je bila predhodno razvita za izdelavo olja iz ekstrakta ajdove kaše. Ekstrakcijske 
razmere so navedene v preglednici II. 












posode 1 (°C) 
temperatura 
zbiralne 
posode 2 (°C) 
temperatura 
zbiralne  






1 0 50 40 50 40 32 300 180 
2 0 20 40 50 40 32 300 15 
3 5 45 40 50 40 32 300 180 
 
CO2 se iz snopa jeklenk zbere v reciklatorju, kjer je pri približno 10-15 °C in 50 bar zmes 
30 % tekoče in 70 % plinske faze. Ko zaženemo metodo, črpalka poganja CO2 iz reciklatorja 
v sistem. Pred ekstrakcijsko posodo sta avtomatski regulator tlaka in grelec (slika X), ki 
poskrbita, da CO2 preide v superkritično stanje. V posodo vstopa skozi t. i. frito, ki ga skozi 
majhne pore enakomerno razprši po rastlinskem materialu. Superkritični CO2 potuje skozi 
rastlinski material in pri tem raztaplja snovi, ki so v njem topne. Iz ekstrakcijske posode nato 
potuje do treh zbiralnih posod. Vsaki v programu nastavimo temperaturo in tlak, kar 
omogoča ločevanje ekstrahiranih spojin po polarnosti in molekulski masi (preglednica II). 
Ker je tlak v zbiralnih posodah nižji od tlaka v ekstrakcijski posodi, to povzroči precipitacijo 
ekstrahiranih snovi iz superkritičnega CO2 in ločeno zbiranje glede na njihove lastnosti. 
Najmanj nepolarne snovi z največjo molekulsko maso se zberejo v prvi zbiralni posodi 
Slika 12: Na levi posode za zbiranje ekstrakta, na desni 
reciklator CO2. 




(CV1), najbolj nepolarne in najbolj hlapne spojine z najmanjšo molekulsko maso pa v zadnji 
(CV3). 
Ko je bila ekstrakcija končana, smo najprej za 5 °C povišali temperaturo v zbiralnih posodah, 
da je postal ekstrakt bolj tekoč in je tako lažje stekel iz posode. Po približno 15 minutah smo 
previdno odprli ventil na dnu zbiralne posode. CO2 je pod visokim tlakom prehajal iz 
superkritičnega v plinasto agregatno stanje, pri tem ekspandiral in potisnil ekstrakt iz 
zbiralne posode. Ekstrakte, pridobljene z ekstrakcijo s superkritičnim CO2 (v nadaljevanju 
CO2 ekstrakti) in ekstrakcijo z etanolom (v nadaljevanju etanolni ekstrakti), CV1, CV2 in 
CV3 smo zbirali ločeno (preglednica III, slika 13). Etanol iz etanolnih ekstraktov smo 
odstranili z rotavapiranjem pri 60 mbar in 40 °C. 
Preglednica III: Dobljeni ekstrakti glede na ekstrakcijsko topilo. 
 CO2 ekstrakcija etanolna ekstrakcija 
CV1 CV2 CV3 CV1 CV2 CV3 
listi 🗸 🗸 🗸 🗸 🗸 🗸 
cvetovi - - - 🗸 - - 
nezreli plodovi - - - - - 🗸 
zreli plodovi - - - - - 🗸 










3.3 Konvergenčna kromatografija ultravisoke ločljivosti (UPC2) 
Konvergenčna kromatografija ultravisoke ločljivosti poteka po principih klasične tekočinske 
kromatografije. Glavna razlika s HPLC je ta, da UPC2 za mobilno fazo namesto organskega 
topila uporablja superkritični CO2. Gre za novo generacijo superkritične tekočinske 
kromatografije (SFC), saj UPC2 omogoča mešanje dveh mobilnih faz, torej superkritičnega 
CO2 in kompatibilnega organskega sotopila. Nudi nam večjo zmogljivosti, širok razpon 
selektivnosti in hitrejše metode. Je prva izbira za analizo kiralnih spojin, poleg tega pa 
omogoča tudi ločevanje pozicijskih izomerov in diastereoizomerov. [22], [23] 
3.3.1 RAZVOJ METODE 
Po pregledu člankov, ki opisujejo analizo flavonoidov z UPC2, smo za izhodišče vzeli članek 
Lija in sodelavcev [24], ki so na enakem sistemu analizirali šest flavonoidov v različnih 
vrstah sladkega korena (Glycyrrhiza sp.), in sicer likohalkon A, likviritigenin, glabridin, 
izolikviritigenin, likviritozid in izolikviritozid. Analizo so izvedli na enaki koloni (Torus 2-
PIC), kot smo jo uporabljali tudi v našem kromatografskem sistemu, z mobilno fazo, ki sta 
jo sestavljala superkritični CO2 in 0,2 % mravljične kisline v metanolu. Gradient elucije je 
predstavljen v preglednici IV spodaj. Tlak je bil 2000 psi, pretok 0,8 ml/min in temperatura 
kolone 40 °C. 
Preglednica IV: Gradient elucije v izbranem članku 
t (min) A (%) B (%) 
0 85 15 
2 80 20 
4 75 25 
6 70 30 
8 65 35 
12 85 15 
 
Po članku [24] povzeto metodo smo preizkusili za analizo osnovnih raztopin standardov 
rutina, kvercetina in kvercitrina v etanolu s koncentracijo 0,5 mg/ml. Razpon posnetih 
valovnih dolžin detektorja PDA je bil 190 do 400 nm, površine pod krivuljo (AUC) 
flavonoidov pa smo ugotavljali pri 254 nm, saj imajo tam rutin, kvercetin in kvercitrin svoj 
absorpcijski maksimum. Najprej smo analizo izvedli pri enakih kromatografskih razmerah, 
kot jih navaja omenjeni članek, nato pa smo s spreminjanjem parametrov (preglednica V) 




Preglednica V: Parametri 
parameter preizkušena vrednost 
tlak 110,3-151,7 bar 
pretok 0,5–1 ml/min 
temperatura kolone 40–50 °C 
 
Vrhova kvercetina in kvercitrina sta se ločila s spreminjanjem tlaka, pretoka in temperature 
na koloni, za ločen in oster vrh rutina pa smo morali kar 4 minute vztrajati pri 65 % polarnega 
topila B. Takšne razmere niso zaželene pri kromatografiji s superkritičnim CO2, ki je glavno, 
nepolarno topilo mobilne faze. Glede na navodila proizvajalca kromatografskega sistema je 
namreč maksimalen priporočen delež sotopila 55 %, vendar pri teh pogojih vrhovi niso bili 
ločeni, zato smo delež še povečali. [25] Metodo smo poskušali tudi skrajšati, vendar je bila 
pri izbranem gradientu elucije ob krajši metodi ločba slabša. 
Preizkusili smo tudi koloni Torus 1-AA in Torus BEH 2-EP. Stacionarna faza je pri prvi na 
hibridne silicijeve delce vezan 1-aminoantracen, pri drugi pa 2-etilpiridin. Velikost in oblika 
delcev stacionarne faze, velikost in volumen por ter površina za vezavo je pri obeh enaka. 
Na obeh kolonah je bila ločba slabša kot na Torus 2-PIC, ki ima za stacionarno fazo 2-
pikolilamin. [26], [27] 
3.3.2 KONČNA METODA 
Kromatografske razmere končne metode so prikazane v preglednici VI, značilni 
kromatogram standardov pa na sliki 14. 
Preglednica VI: Kromatografske razmere končne metode 
Kolona Torus 2-PIC (130 Å, 1.7 μm, 3.0 mm × 100 mm) 
Temperatura kolone 45 °C 
Mobilna faza topilo A: superkritični ogljikov dioksid,  
topilo B: 0,1-odstotna raztopina fosforjeve(III) kisline v metanolu 
Pretok 0,75 ml/min 
Tlak 124,1 bar (1800 psi, 12411 kPa) 
Volumen injiciranja 3 μl 
Gradient elucije t (min) A (%) B (%) 
0 95 5 
1 85 15 




9 45 55 
10 35 65 
15 35 65 
17 95 5 




Slika 14: Kromatogram standardov kvercetina (tR = 8,934 +/- 0,447), kvercitrina ( tR = 9,862 +/- 0,493) in rutina (tR = 
13,671 +/- 0,684) (rdeča krivulja) skupaj z gradientom topila B (modra krivulja). 
 
3.3.3 UMERITVENE KRIVULJE STANDARDOV 
Za izdelavo umeritvenih krivulj smo pripravili po šest raztopin standardov rutina, kvercetina 
in kvercitrina različnih koncentracij, ki so zajemale pričakovano vsebnost flavonoidov v 
vzorcih ajde, tj. ekstraktov listov, cvetov, plodov in oluščene kaše. [17], [28] 
Najprej smo pripravili topilo, in sicer 5-odstotno raztopino DMSO v etanolu z dodatkom 
0,1-odstotne fosforjeve(III) kisline kot pH modifikatorja. V 250-mililitrsko čašo smo 
natehtali 94,9 g etanola, dodali 5 g DMSO, 0,1 g fosforjeve(III) kisline in dobro premešali s 
stekleno palčko. Nato smo na analitski tehtnici natehtali 5 mg standarda rutina ter po 2 mg 
standarda kvercetina in kvercitrina, kvantitativno prenesli v 10-mililitrsko merilno bučko in 
dopolnili do oznake s topilom. Bučko smo zaprli, dobro pretresli in raztopino za 5 minut 
izpostavili ultrazvoku. S 5-mililitrsko polnilno pipeto smo odpipetirali 5 ml začetne 




topilom in dobro pretresli. Po enakem postopku smo redčili še 4-krat (sliki 15 in 16).
 
Slika 15: Koncentracije standarda rutina 
 
Slika 16: Koncentracije standardov kvercetina in kvercirtina 
Raztopine standardov smo nato filtrirali skozi 0,22-mikrometrski filter v steklene viale za 
UPC2 in izvedli tri zaporedna injiciranja za vsako koncentracijo. 
3.3.4 PRIPRAVA IN ANALIZA VZORCEV 
V 50-mililitrsko čašo smo natehtali 300 mg ekstrakta, z avtomatsko pipeto dodali 1,5 ml 
topila (etanola s 5 % DMSO in 0,1 % fosforjeve(III) kisline; kot za pripravo raztopin 
standardov), premešali s stekleno palčko in za 10 minut izpostavili ultrazvoku. S plastično 
brizgo smo odvzeli 1 ml supernatanta in ga filtrirali skozi 0,22-mikrometrski filter v stekleno 





3.4 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je analizna metoda, ki jo uporabljamo za 
ločevanje, identifikacijo in kvantifikacijo analitov. Glede na način mehanizem ločbe 
največkrat uporabljamo reverznofazno porazdelitveno kromatografijo, kjer se snovi iz 
vzorca porazdeljujejo med nepolarno trdno stacionarno fazo in polarno tekočo mobilno fazo, 
ki je kombinacija vode ali pufra in organskega topila, ki je največkrat metanol, acetonitril ali 
izopropanol. Z uravnavanjem parametrov kot so gradient, pretok, tlak in temperatura 
dosežemo pri metodi večjo natančnost. 
Analizo vzorcev s HPLC smo izvedli z namenoma, da ugotovimo morebitno prisotnost 
fagopirinov v pripravljenih CO2 in etanolnih ekstraktih ajde ter da primerjamo ustreznost 
obeh metod tekočinske kromatografije za analizo teh vzorcev. Metodo HPLC smo povzeli 
po predhodno izvedenih raziskavah v magistrskih nalogah avtoric N. Vrečar [17] in T. 
Križman [28]. 
3.4.1 UMERITVENE KRIVULJE STANDARDOV 
3.4.1.1 STANDARDNE RAZTOPINE RUTINA 
Razpon koncentracij smo določili na podlagi rezultatov, ki smo jih dobili z analizo z UPC2 
ter glede na rezultate preteklih analiz flavonoidov v raziskavah za magistrske naloge. [17], 
[28] 
V 500-mililitrsko merilno bučko smo pripravili zmes acetona in vode v razmerju 9 : 1, ki je 
služila za topilo. Na analitski tehtnici smo natehtali 5,180 mg standarda rutina, ga 
kvantitativno prenesli v 10-mililitrsko merilno bučko in dopolnili do oznake s topilom. 
Bučko smo zaprli in dobro pretresli. Ker se standard rutina ni takoj popolnoma raztopil, smo 
ga za 5 minut izpostavili ultrazvoku. Nato smo s pomočjo 5-mililitrske polnilne pipete 5 ml 
pripravljene raztopine prenesli v novo 10-mililitrsko bučko in dopolnili do oznake s topilom. 
Po enakem postopku smo redčili še 4-krat (slika 17 in 20). Raztopino s koncentracijo 
0,015625 mg/ml smo na koncu redčili 10-krat, torej smo v 10-mililitrsko bučko odpipetirali 
1 ml raztopine in dopolnili do oznake. Pripravili smo sedem raztopin standarda rutina. 




3.4.1.2 STANDARDNE RAZTOPINE KVERCETINA IN KVERCITRINA 
Za umeritveni krivulji kvercetina in kvercitrina smo pripravili standardne raztopine po 
enakem postopku kot za rutin, le da smo izhajali iz manjše začetne koncentracije. Na 
analitski tehtnici smo natehtali 2,200 mg standarda kvercetina in 2,260 mg standarda 
kvercitrina. Z redčenjem smo pripravili sedem raztopin standarda kvercetina in sedem 
raztopin standarda kvercitrina (slika 18 in 20). 
3.4.1.3 STANDARDNE RAZTOPINE HIPERICINA 
V 10-mililitrsko bučko smo na analitski tehtnici natehtali 2,180 mg standarda hipericina in 
ga raztopili v 1 ml piridina. Nato smo dopolnili do oznake s topilom (zmes acetona in vode 
9 : 1) in za pol ure izpostavili ultrazvoku. Nato smo zamašek pritrdili na bučko s parafilmom 
in pustili stati na sobni temperaturi 24 ur, izpostavljeno dnevni svetlobi. Ta korak je bil 
potreben zato, da smo zagotovili čim bolj enake razmere kot pri ekstrakciji fagopirinov iz 
vzorcev ajde (glejte podpoglavje 3.4.4). Naslednji dan smo pripravili novo topilo s 
piridinom, s katerim smo nato redčili osnovno standardno raztopino hipericina: v 100-
mililitrsko bučko smo z 10-mililitrsko polnilno pipeto odmerili piridin in do oznake dodali 
zmes acetona in vode 9 : 1. 5 mililitrov te raztopine hipericina smo s polnilno pipeto prenesli 
v novo 10-mililitrsko bučko, dopolnili do oznake s topilom s piridinom in za 5 minut 
izpostavili ultrazvoku. Po enakem postopku smo redčili še 4-krat (slika 19 in 21). 
 
Slika 19: Raztopine standarda hipericina 
Vse raztopine standardov smo nato filtrirali skozi 0,22-mikrometrski filter v steklene viale 
za HLPC in izvedli tri zaporedna injiciranja za vsako koncentracijo. 








3.4.2 PRERAČUN VSEBNOSTI RUTINA IN KVERCETINA 
Uporabljeni standard rutina (R) je bil v trihidratni obliki, standard kvercetina (Qe) pa v 
dihidratni. Za preračun koncentracij v brezvodno obliko smo uporabili spodnji enačbi: 
Preračun vsebnosti rutina: 
𝑐 (𝑅) =
𝑐 (𝑅 𝑥 3 𝐻2𝑂) 𝑥 𝑀𝑟 (𝑅)
𝑀𝑟 (𝑅 𝑥 3 𝐻2𝑂)
=
𝑐 (𝑅 𝑥 3 𝐻2𝑂) 𝑥 610,52 𝑔/𝑚𝑜𝑙
664,56 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 
c (R) = koncentracija brezvodnega rutina 
c (R × 3H2O) = koncentracija rutina trihidrata 
Mr (R) = molska masa brezvodnega rutina 
Mr (R × 3H2O) = molska masa rutina trihidrata 
 
Preračun vsebnosti kvercetina: 
𝑐 (𝑄𝑒) =
𝑐 (𝑄𝑒 𝑥 2 𝐻2𝑂) 𝑥 𝑀𝑟 (𝑄𝑒)
𝑀𝑟 (𝑄𝑒 𝑥 2 𝐻2𝑂)
=
𝑐 (𝑄𝑒 𝑥 2 𝐻2𝑂) 𝑥 302,24 𝑔/𝑚𝑜𝑙
338,26 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 
c (Qe) = koncentracija brezvodnega kvercetina 
c (Qe × 2H2O) = koncentracija kvercetina dihidrata 
Mr (Qe) = molska masa brezvodnega kvercetina 
Mr (Qe × 2H2O) = molska masa kvercetina dihidrata 
 
Slika 20: Standardne raztopine rutina, kvercitrina in 
kvercetina 




3.4.3 PRERAČUN VSEBNOSTI FAGOPIRINOV 
Za ugotavljanje vsebnosti fagopirinov v vzorcih smo uporabili standard hipericina, ki je 
trenutno edina poznana in komercialno dostopna spojina, strukturno podobna fagopirinom. 
Preračun vsebnosti je veljaven ob predpostavki, da imajo fagopirini in hipericin zaradi 
podobne kemijske strukture tudi podoben odziv na kromatogramu. Fagopirine smo izrazili 
skupno v njihovi celotni koncentraciji (in ne kot koncentracije posameznih vrhov), pri čemer 
smo integrirali vse vrhove v intervalu od 30. do 36. minute ob predpostavki, da predstavljajo 
odziv fagopirinov v navadni ajdi. Slednje smo povzeli po predhodno izvedenih raziskavah. 
[29] 
Koncentracijo fagopirinov smo preračunali po metodi eksternega standarda z uporabo 
enačbe: 
𝑐 (𝑓𝑎𝑔𝑜𝑝𝑖𝑟𝑖𝑛𝑖) =  




3.4.4 PRIPRAVA IN ANALIZA VZORCEV 
Analizo s HPLC smo izvedli z vzorci CO2 in etanolnih ekstraktov, hkrati pa smo pripravili 
tudi referenčne vzorce s predhodno razvitim ekstrakcijskim postopkom z acetonom, ki so 
služili za primerjavo proučevanega kemizma ekstraktov ajde. [17], [28] Te vzorce smo 
ekstrahirali iz zmletih suhih rastlinskih delov navadne ajde (podpoglavje 3.1.1). V 15-
mililitrske plastične epruvete smo na analitski tehtnici natehtali 10 oziroma 100 mg vzorca, 
odvisno od razpoložljive količine. 10 mg vzorca smo dodali 1 ml ekstrakcijskega topila 
aceton in voda (9 : 1), 100 mg vzorca pa 10 ml ekstrakcijskega topila. Epruvete smo zaprli 
in vsebino močno pretresli. 
Epruvete smo za dve uri izpostavili ultrazvoku in 60 °C. Temperaturo smo kontrolirali s 
termometrom in jo vzdrževali z dolivanjem hladne vode. Nato smo vzorce za 24 ur prestavili 
na okensko polico (slika 22), kjer so bili na sobni temperaturi v ležečem položaju 
izpostavljeni dnevni svetlobi. Ta postopek je potreben zato, da se protofagopirini pod 
vplivom povišane temperature in svetlobe pretvorijo v fagopirine, katerih vsebnost smo 




Naslednji dan smo vzorce ponovno 2 h segrevali na 60 °C z ultrazvokom. Nato smo s 
plastično brizgo odvzeli 1 ml supernatanta in ga filtrirali skozi 0,22-mikrometrski filter v 








Tudi uporabljena metoda HPLC za detekcijo flavonoidov in fagopirinov je bila razvita v 
predhodnem raziskovalnem delu z ajdo. [17] 
Mobilna faza:  
topilo A: voda z 2 % acetonitrila in 0,1 % trifluorocetne kisline 
topilo B: acetonitril z 2 % vode in 0,1 % trifluorocetne kisline 
Gradient elucije: 
t (min) A (%) B (%) 
0 100 0 
0,5 100 0 
6 51 49 
30 0 100 
36 0 100 
40 100 0 
 
Detekcija proučevanih flavonoidov je potekala v območju UV-VIS pri 190 do 800 nm, AUC 
smo ugotavljali pri valovni dolžini 254 nm. Fagopirine smo detektirali z uporabo 
fluorescenčnega detektorja (ekscitacija 330 nm in emisija 590 nm).  
  




3.5 Plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (GC-MS) 
Kombinacija plinske kromatografije (GC) in masne spektrometrije (MS) se v analizni kemiji 
zelo pogosto uporablja, saj hkrati omogoča kvantifikacijo in identifikacijo neznanih snovi v 
vzorcu. Uparjeni vzorec potuje s tokom mobilne faze skozi trdno stacionarno fazo v koloni 
in se loči na posamezne komponente. Te nato potujejo do masnega spektrometra, ki jih v 
vakuumu ionizira in na detektorju izmeri količino vsakega iona. Razmerje mase iona z 
nabojem (m/z) nato primerja s shranjenimi podatki in predlaga molekule, ki bi se lahko 
ujemale z analizirano spojino. Prednost metode je, da rezultate dobimo v relativno kratkem 
času. [30] 
3.5.1 PRIPRAVA IN ANALIZA VZORCEV 
Na analitski tehtnici smo v steklene viale za GC-MS natehtali 10 mg vzorcev. Z avtomatsko 
pipeto smo dodali 990 mg heksana. Viale smo zaprli in jih za 15 minut izpostavili ultrazvoku. 
3.5.2 METODA 
Za podrobnejšo analizo sestave vzorcev in količino posameznih komponent v njih smo 
uporabili metodo GC-MS, ki je bila razvita v predhodnih raziskovalnih delih. [31] Parametri 
so predstavljeni v preglednici VII. 
Preglednica VII: Parametri metode GC-MS 
Nosilni plin (mobilna faza) helij 
Pretok skozi kolono 1 mL/min 
Volumen injiciranja 1 µL (»split« 1 : 100) 
Temperaturni program 5 min 50 °C,  
3 °C/min do 300 °C,  
5 min 300 °C 
Način ionizacije elektronska ionizacija (EI) 
Energija ionizacije −70 eV 
Frekvenca zajemanja podatkov 5 Hz 






3.6 VREDNOTENJE ANALIZNE METODE 
Vrednotenje oziroma validacija analizne metode je postopek, s katerim preverimo, ali 
uporabljena metoda vodi do rezultatov, ki ustrezajo vnaprej postavljenim merilom 
kakovosti. Vrednotili smo metodo za analizo flavonoidov in fagopirinov na sistemu HPLC, 
in sicer z osnovnimi raztopinami standardov rutina, kvercetina, kvercitrina in hipericina. 
Metodo smo ovrednotili v skladu s smernicami ICH Q2 (R1). [32] Preverjali smo linearnost 
in ponovljivost. 
3.6.1 Linearnost 
Linearnost je sposobnost analiznega postopka, da znotraj izbranega območja daje rezultate, 
ki so neposredno ali z definiranimi matematičnimi pretvorbami proporcionalni koncentraciji 
oziroma količini analita v vzorcu. Večja kot je linearnost metode, boljše je razmerje med 
koncentracijo in odzivom. Linearnost določamo skozi celotno območje analiznega postopka. 
Podali smo jo s korelacijskim koeficientom in enačbo umeritvene premice. [32] 
3.6.2 Ponovljivost 
Ponovljivost je eden izmed treh parametrov, ki opisujejo natančnost znotraj analiznega 
postopka. Izraža stopnjo ujemanja pod enakimi pogoji v kratkem časovnem obdobju. 
Imenujemo jo tudi preciznost pri postopku. Preverjali smo znotrajdnevno ponovljivost med 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 VSEBNOST FLAVONOIDOV V RASTLINSKIH DELIH 
NAVADNE AJDE (Fagopyrum esculentum) SORTE DARJA 
Z analizo CO2 in etanolnih ekstraktov rastlinskih delov navadne ajde (Fagopyrum 
esculentum) sorte Darja, ki smo jih dobili z ekstrakcijo s superkritičnim CO2 ter etanolom, 
smo ugotovljali vsebnost flavonoidov rutina, kvercitrina in kvercetina ter fagopirinov v 
listih, cvetovih, nezrelih plodovih, zrelih plodovih in oluščeni ajdovi kaši. Glavni namen 
raziskave je bila primerjava vsebnosti omenjenih spojin glede na ekstrakte s predhodno 
razvito ekstrakcijo z acetonom. Skupno smo analizirali 16 vzorcev, od tega pet CO2 
ekstraktov, sedem etanolnih ekstraktov in štiri acetonske ekstrakte. Z analizo z UPC2 smo 
zaradi težav pri delovanju aparature uspeli analizirati le sedem vzorcev. Pri analizah smo 
vsak vzorec injicirali dvakrat oziroma trikrat in rezultati vsebnosti posameznih analitov 
predstavljajo povprečje. 
4.1.1 Analiza vsebnosti flavonoidov z UPC2 
Z UPC2 smo analizirali  sedem etanolnih ekstraktov. Kromatografske razmere metode, ki 
smo jo razvili za ločbo rutina, kvercitrina in kvercetina, so bile preostre, da bi lahko 
analizirali vse vzorce ekstraktov, vsakega tri ponovitve, skupaj torej 36 zaporednih injiciranj. 
Z vsakim injiciranjem se je namreč pri 10. minuti, ko je bilo v mobilni fazi 65 % topila B 
(0,1-odstotna raztopina fosforjeve(III) kisline v metanolu), tlak na koloni postopoma 
dvigoval, hkrati pa je ostajal povišan tudi začetni tlak vsakega naslednjega injiciranja. 
Maksimalni tlak, ki ga kolona lahko prenese, je 400 barov. Z razvito metodo smo analizirali 
večino etanolnih ekstraktov, nato pa smo analize zaradi opisanih težav prekinili.  
Vsebnost flavonoidov, ugotovljenih z analizo UPC2, prikazujeta graf 1 in slika 23. 
 




Graf 1: Vsebnost flavonoidov v etanolnih ekstraktih, ugotovljenih z analizo z UPC2 
Flavonoide smo detektirali pri etanolnem ekstraktu listov, nezrelih plodov in zrelih plodov 
frakcije CV3 (slika 23). Iz tega lahko sklepamo, da rutin, kvercitrin in kvercetin od 
ekstrakcijskega topila precipitirajo pri najnižjih temperaturi in tlaku, kar je značilno za 
najbolj nepolarne snovi z najmanjšo molekulsko maso v ekstrahiranem rastlinskem 
materialu. 
 
Slika 23: Kromatogram etanolnega ekstrakta zrelih plodov CV3 
Če primerjamo dobljene vsebnosti flavonoidov z rezultati predhodnih raziskav z navadno 
ajdo (F. esculentum) sorte Darja, izvedenih na sistemu HPLC [28], so vrednosti nekoliko 
nižje. Vsebnost rutina v naših vzorcih je občutno nižja, vsebnosti kvercetina in kvercitrina 
pa so relativno primerljive. Ker smo tudi naše vzorce analizirali z metodo HPLC, smo v 
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Možnosti izboljšave so v izbiri ustreznejše kolone in/ali sotopila mobilne faze B. Namesto 
metanola bi lahko uporabili bolj polaren izopropanol ali acetonitril, v katerem bi bili 
flavonoidi bolj topni, vendar moramo biti pozorni, da je še vedno kompatibilno z mobilno 
fazo A, ki je nepolaren superkritični CO2. Alternativo bi lahko iskali tudi pri izbiri aditiva 
namesto fosforjeve(III) kisline. 
4.1.2 Analiza vsebnosti flavonoidov s HPLC 
S HPLC smo analizirali vse vzorce pridobljenih ekstraktov. Vsebnost flavonoidov prikazuje 
graf 2. 
 
Graf 2: Vsebnost flavonoidov v vzorcih, ugotovljenih z analizo HPLC 
Opazimo lahko, da najbolj izstopa velika vsebnost rutina (45,85 mg/g droge), ki je 
prevladujoči flavonoid v navadni ajdi (F. esculentum). Največ ga najdemo v listih in 
cvetovih, kar ustreza dobljenim rezultatom analize. Glede na to, da v CO2 in etanolnih 
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zaradi dveh sladkornih enot preveč polarna, da bi se raztapljala v superkritičnem CO2 
oziroma etanolu. 
Glede na rezultate preteklih analiz največ kvercitrina najdemo pri navadni ajdi v cvetovih, 
kar lahko potrdimo tako pri suhih cvetovih (slika 24) kot pri etanolnem ekstraktu cvetov. 
 
Slika 24: Kromatogram suhih cvetov. Od leve proti desni si sledijo vrhovi rutina, kvercitrina in kvercetina. 
Ker so vsebnosti flavonoidov v ekstraktih približno 10-krat manjše v primerjavi z vsebnostjo 
rutina v vzorcih suhih listov in cvetov, so za boljši pregled v grafu 3 zbrane vsebnosti 
flavonoidov v ekstraktih navadne ajde. 
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Pri vseh vzorcih, razen pri kaši, smo določili vsebnost kvercetina, ki je izmed treh 
analiziranih spojin najmanj polarna molekula in se je zaradi tega najlažje raztapljal v 
nepolarnem superkritičnem CO2 in etanolu. Kvercetin pa je lahko najbolj zastopan flavonoid 
v ekstraktih tudi zaradi encimskega delovanja flavonol-3-glukozidaze, ki rutin in kvercitrin 
zaradi odcepitve sladkorjev pretvarja v kvercetin. 
V kaši pri obeh analizah nismo detektirali flavonoidov. 
Če primerjamo naše rezultate z raziskavo Zielińske in sodelavcev [33], kjer so prav tako 
določali vsebnost flavonoidov v različnih rastlinskih delih navadne ajde (F. esculentom) z 
analizo HPLC, je vsebnost rutina v našem vzorcu listov, kjer smo izmerili največjo vsebnost, 
občutno manjša (0,227 mg/g droge) kot pri njih (8,237 mg/g droge). Podobno vsebnost so 
določili tudi v cvetovih, zrelih plodovih in kaši, kjer ga mi nismo detektirali ali pa je bila 
njegova vsebnost zanemarljivo majhna. Nasprotno pa so vsebnosti kvercetina in kvercitrina 
relativno primerljive. Oboji smo največjo vsebnost kvercetina analizirali v listih. Pri ajdi, v 
stadiju cvetenja in formiranja plodov, so izmerili vsebnost 0,13 do 0,15 mg/g droge. Tudi mi 
smo v vseh CO2 in etanolnih ekstraktih listov določili vsebnost kvercetina, in sicer 0,12 do 
0,17 mg/g droge. Pri zrelih plodovih smo izmerili večjo vsebnost kvercetina. Vsebnost 
kvercitrina v našem etanolnem ekstraktu cvetov CV1 (2,63 mg/g droge) je prav tako 
primerljiva z njihovo vsebnostjo (1,80 mg/g droge) v vzorcu cvetov ajde, v stadiju cvetenja 
in formiranja plodov. Za razliko od njih smo 10-krat manjšo vsebnost določili tudi v listih 
(CO2 in etanolni ekstrakt CV1). 
4.1.3 Primerjava vzorcev, analiziranih z obema metodama 
V preglednici VIII so predstavljene koncentracije rutina, kvercetina in kvercitrina v vzorcih, 
ki so bili analizirani z metodama UPC2 in HPLC. Opazimo lahko, da z metodama nismo 
detektirali istih flavonoidov pri vseh vzorcih. Koncentraciji kvercitrina in kvercetina pri 
etanolnem ekstraktu listov ter zrelih in nezrelih plodov sta primerljivi, ne razlikujeta se za 
več kot 10 %. 
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Preglednica VIII: Koncentracije flavonoidov v vzorcih analiziranih z metodama UPC2 in HPLC. Znak »-« pomeni vrednost 
pod mejo detekcije. 
 rutin (mg/g) kvercitrin (mg/g) kvercetin (mg/g) 
 UPC2 HPLC UPC2 HPLC UPC2 HPLC 
listi CV1 - 0,2268 - 0,1561 - 0,1607 
listi CV2 - - - - - 0,1240 
listi CV3 - - - - 0,5034 0,1725 
nezreli plodovi CV3 - - 0,0687 - 0,1880 0,1175 
zreli plodovi CV3 0,1911 - 0,6108 0,0527 0,0861 0,1003 
kaša CV2 - - -  - - 
 
Ker smo z analizo HPLC detektirali več flavonoidov, sklepamo, da razvita metoda z UPC2 
ni ustrezna. Vpliv je lahko imelo tudi uporabljeno ekstrakcijsko topilo, saj sta aceton in voda 
v razmerju 9 : 1, ki smo ga uporabili pri pripravi vzorcev za HPLC, bolj polarna od etanola 
in so flavonoidi v njem bolje topni. 
4.1.4 Analiza vsebnosti fagopirinov s HPLC 
Vsebnosti fagopirinov prikazuje graf 4. Največja vsebnost je v listih, natančneje v CO2 
ekstraktu listov CV1 (25,54 mg/g droge). Sledijo cvetovi, plodovi, najmanj pa jih je v kaši. 
Zanimivo je, da smo večjo vsebnost zaznali v ekstraktih kot v suhih vzorcih, torej so se 
ekstrahirali v večji meri kot flavonoidi. Vsebnost v CO2 in etanolnih ekstraktih nima znatne 
razlike.  
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Dosedanje raziskave poročajo, da je največja vsebnost fagopirinov v navadni ajdi (F. 
esculentum) v cvetovih, in sicer do 20,8 mg/g suhe droge. [34] V raziskavi Stojilkovske K. 
in sodelavcev [35] so v listih in cvetovih skupaj analizirali vsebnost 1,6 mg/g, samo v listih 
pa od 0,3 do 2,3 mg/g droge. Nekoliko višjo vrednost zasledimo v raziskavi za magistrsko 
nalogo avtorice M. Valenta [36], ki je najvišjo vsebnost fagopirinov pri navadni ajdi (F. 
esculentum) sorte Darja analizirala v cvetovih (14,06 mg/g suhe droge), nekoliko manj pa v 
listih (2,24 mg/g droge). Mi smo največ fagopirinov analizirali v CO2 ekstraktu listov 
frakcije CV1 (25,54 mg/g droge), kar je nekoliko več v primerjavi z ostalimi in se ne sklada 
z ugotovitvijo, da je največ fagopirinov v cvetovih navadne ajde (F. esculentum). 
4.1.5 Analiza GC-MS  
Za ovrednotenje hlapnih spojin, ki so prisotne v vzorcih, smo izvedli analizo z GC-MS. 
Število in delež identificiranih in neidentificiranih spojin v vzorcih prikazujeta grafa 5 in 6. 
 
Graf 5: Število identificiranih in neidentificiranih spojin v CO2 in etanolnih ekstraktih 
Največ spojin smo identificirali pri listih, in sicer v etanolnem ekstraktu CV3 (slika 25). Tudi 
pri ostalih ekstraktih listov in cvetov smo zaznali veliko število spojin. Najbolj revni so tudi 
tu ekstrakti kaše. Največ neidentificiranih spojin smo zaznali pri cvetovih, pri CO2 ekstraktu 
listov pa je število neidentificiranih spojin celo večje od števila identificiranih, kar je lahko 
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Slika 25: Kromatogram etanolnega ekstrakta listov CV3 
 
 
Graf 6: Delež identificiranih in neidentificiranih spojin v CO2 in etanolnih ekstraktih 
Delež identificiranih in neidentificiranih se pri večini etanolnih ekstraktov ne razlikuje 
značilno. Prevladuje delež identificiranih spojin, ki se giblje okoli 80 %. Pri CO2 ekstraktu 
listov je delež identificiranih in neidentificiranih snovi skoraj enak. Zopet izstopajo ekstrakti 
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Preglednica IX: Najbolj zastopane snovi v ekstraktih, ugotovljene z analizo GC-MS.  
 najbolj zastopana spojina v ekstraktu delež (%) 
listi CV1 (CO2) n-hentriakontan 24,57 
listi CV1 (EtOH) neofitadien 32,81 
listi CV2 (EtOH) neofitadien 36,94 
listi CV3 (EtOH) neofitadien 22,76 
cvetovi CV1 (EtOH) n-hentriakontan 27,16 
nezreli plodovi CV3 (EtOH) etil linolat 21,98 
zreli plodovi CV3 (EtOH) etil linolat 16,57 
kaša CV1 (CO2) 3,5,9-trioksa-5-fosfaheptakoz-18-en-1-amin, 
4-hidroksi-N,N,N-trimetil-10-okso-7-[(1-
okso-9-oktadekenil)oksi]-, hidroksid, in 
10,25 
kaša CV2 (CO2) 3,5,9-trioksa-5-fosfaheptakoz-18-en-1-amin, 
4-hidroksi-N,N,N-trimetil-10-okso-7-[(1-
okso-9-oktadekenil)oksi]-, hidroksid, in 
9,34 
kaša CV2 (EtOH) 3,5,9-trioksa-5-fosfaheptakoz-18-en-1-amin, 
4-hidroksi-N,N,N-trimetil-10-okso-7-[(1-
okso-9-oktadekenil)oksi]-, hidroksid, in 
8,67 
 
V CO2 in etanolih ekstraktih listov največji delež predstavljajo dolgoverižni alkani z okoli 
30 ogljikovimi atomi (kozani, kontani) in diterpen neofitadien (preglednica IX). V 
etanolnem ekstraktu plodov, tako zrelih kot nezrelih, najdemo največ dolgoverižnih etilnih 
estrov linolne in oleinske kisline. Kot že omenjeno, je večina snovi v ekstraktih kaše 
nepoznanih, okoli 10 % je fosfatnih dolgoverižnih alkenov in ciklododekanov. 
  
Rezultati in razprava 
40 
 
4.2 UMERITVENE PREMICE 
4.2.1   Analiza UPC2  
Pri analizi raztopin standardov smo zaznali postopno dvigovanje tlaka na koloni okoli 10. 
minute, ko je v gradientu mobilne faze maksimalni delež topila B. Ker se je dvigovanje 
začetnega tlaka nadaljevalo z vsakim naslednjim injiciranjem, smo se odločili, da bomo 
vzorce injicirali samo dvakrat in ne trikrat, tako kot raztopine standardov. 
Kljub omenjenim težavam je bil R2 za vse tri umeritvene premice standardov ustrezen (grafi 
7, 8 in 9). 
 
Graf 7: Umeritvena premica za rutin 
 
 
Graf 8: Umeritvena premica za kvercetin 
 































Graf 9: Umeritvena premica za kvercitrin 
4.2.2   Analiza HPLC  
R2 umeritvenih premic je bil ustrezen, zato smo jih uporabili za izračun koncentracij rutina, 
kvercetina, kvercitrina in hipericina v vzorcih (grafi 10, 11, 12 in 13). Ker smo umeritveno 
premico standarda hipericina uporabili za izračun koncentracij fagopirinov v vzorcih, se 
moramo zavedati, da gre zgolj za približek, saj kljub podobnosti v kemijski strukturi 
fagopirin in hipericin ne dajeta popolnoma enakega odziva na kromatogramu. 
 
Graf 10: Umeritvena premica za rutin 
 


































Graf 11: Umeritvena premica za kvercetin 
 
Graf 12: Umeritvena premica za kvercitrin 
 
 
Graf 13: Umeritvena premica za hipericin 
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4.3 VREDNOTENJE ANALIZNE METODE 
4.3.1   Linearnost 
Linearnost analizne metode za analizo flavonoidov in fagopirinov s HPLC smo ovrednotili 
za vse štiri preiskovane spojine (rutin, kvercetin, kvercitrin in hipericin) z umeritveno 
premico, ki predstavlja odvisnost AUC analita od njegove koncentracije. Uporabili smo 
raztopine njihovih standardov, pripravljene po postopku, opisanem v podpoglavju 3.4.1. 
Linearnost smo podali z enačbo regresijske premice in korelacijskim koeficientom 
(preglednica X). Odločili smo se, da je meja za sprejemljivo linearnost R2 > 0,999. 
Preglednica X: Parametri linearnosti raztopin standardov znotraj dneva: x predstavlja odziv na kromatogramu (AUC), y pa 
pripadajočo koncentracijo posameznega standarda v mg/ml. 
 enačba premice R2 
rutin y = 1252E+04x + 8272 0,9999 
kvercetin y = 20834E+04x - 16899 0,9996 
kvercitrin y = 133E+05x + 9939,1 0,9994 
hipericin y = 13622E+03x - 80842 0,9996 
 
Glede na visoke vrednosti korelacijskega koeficienta posameznih raztopin standardov 
zaključujemo, da je metoda linearna v preiskovanjem koncentracijskem območju. 
4.3.2   Ponovljivost 
Vrednotenje znotrajdnevne ponovljivosti smo prav tako izvedli z analizo raztopin 
standardov kot pri vrednotenju linearnosti. Izračunali smo relativni standardni odklon od 
povprečne vrednosti odziva za posamezno koncentracijo, s katerim ovrednotimo 
ponovljivost analizne metode (preglednica XI). Za mejo sprejemljivosti smo vzeli 5-
odstotno odstopanje. 
Preglednica XI: Relativne standardne deviacije analiz standardnih raztopin znotraj dneva, izražene v odstotkih. 
c (mg/ml) rutin kvercetin kvercitrin hipericin 
0,25 2,05    
0,2    0,69 
0,125 0,74    
0,1  0,51 0,55 0,88 
0,0625 0,71    
0,05  1,29 1,29 0,55 
0,0313 0,79    
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0,025  1,22 1,56 5,38 
0,0156 0,99    
0,0125  0,35 1,15 9,82 
0,0063  1,99 0,65 14,05 
0,0016 1,59    
0,0013  0,97 2,33  
RSD 1,14 1,06 1,25 5,23 
 
Glede na vrednosti povprečnega relativnega standardnega odklona za analize raztopin 






Namen magistrske naloge je bil ugotoviti vsebnosti flavonoidov rutina, kvercetina in 
kvercitrina v CO2 in etanolnih ekstraktih navadne ajde (Fagopyrum esculentum) sorte Darja. 
Želeli smo ugotoviti, ali je ekstrakcija s superkritičnim CO2 in etanolom primerna metoda 
za ekstrakcijo flavonoidov in fagopirinov. Vsebnosti smo določali z analizama UPC2 in 
HPLC s pomočjo standardov, z GC-MS pa smo poleg kvantitativne izvedli tudi 
identifikacijsko analizo hlapnih spojin v ekstraktih in določili delež identificiranih in 
neidentificiranih spojin. 
Za ugotavljanje vsebnosti flavonoidov z UPC2 smo morali najprej razviti analizno metodo. 
Končna metoda je sicer zagotavljala ločbo vrhov rutina, kvercetina in kvercitrina, vendar je 
bil za to v mobilni fazi potreben velik delež polarnega topila B, kar je vodilo v dvigovanje 
že tako velikega tlaka na koloni in posledično tudi do večjega začetnega tlaka vsakega 
naslednjega injiciranja. Smiselno bi bilo poskusiti izvesti ločbo na drugih kolonah ali pa 
izbrati bolj polarno topilo mobilne faze B, ki za optimalno elucijo ne bi zahtevala tako ostrih 
pogojev. 
Največjo vsebnost flavonoidov smo pričakovano izmerili pri suhih listih, kar 45,85 mg/g 
suhe droge. Vsebnosti v CO2 in etanolnih ekstraktih so bile približno 10-krat manjše. Največ 
je bilo kvercitrina v etanolnem ekstraktu cvetov CV1 (2,63 mg/g suhe droge). V mnogih 
ekstraktih flavonoidov nismo detektirali. Več smo jih zaznali pri etanolnih kot pri CO2 
ekstraktih, največkrat v frakciji CV3, kjer so zbrane najbolj nepolarne in najbolj hlapne 
spojine. Iz tega sklepamo, da je superkritični CO2 preveč nepolarno topilo za ekstrakcijo 
dokaj polarnih flavonoidov rutina, kvercetina in kvercitrina. V največ ekstraktih smo določili 
vsebnost kvercetina, ki je izmed treh najbolj nepolaren, saj v svoji strukturi nima sladkornih 
enot tako kot ostala dva. Višji tlak ekstrakcije ali izbira bolj polarnega sotopila bi lahko 
pripomogla k boljši ekstrakciji flavonoidov. Veliko pa obeta ekstrakcija z uporabo 
superkritične vode, ki raztaplja zelo velik obseg snovi, vendar je trenutno šele v razvoju. 
Voda je v superkritičnem stanju pri 373,9 °C in 220,6 bar, kar je bolj ekstremno od pogojev 
za CO2 in posledično zahtevno za razvoj aparature in izbire materiala, ki bo zdržal tako 
visoko temperaturo ob visokem tlaku. 
Izkazalo se je, da so fagopirini bolj primerni za ekstrakcijo s superkritičnim CO2 kot 




mg/g droge) smo izmerili pri CO2 ekstraktu listov CV1, kar je v nasprotju z ugotovitvami 
raziskav, da je največ fagopirinov v cvetovih navadne ajde (F. esculentum) in ne v listih. 
Z GC-MS smo največ spojin, natančneje 21, identificirali pri etanolnem ekstraktu listov 
frakcije CV3, najmanj pa pri kaši. Razlike med CO2 in etanolnimi ekstrakti niso velike. 
Največ neidentificiranih snovi smo analizirali pri etanolnem ekstraktu cvetov, kar 18. Delež 
identificiranih snovi je večji kot delež neidentificiranih in skoraj pri vseh analiziranih 
ekstraktih okoli 80 %, razen pri kaši, kjer je ravno obratno. 
Največjo vsebnost flavonoidov in fagopirinov ter vse tri flavonoide smo analizirali pri listih 
in cvetovih navadne ajde (F. esculentum). Prav tako smo pri listih in cvetovih identificirali 
največ spojin, po drugi strani pa tudi največ neidentificiranih, kar je lahko predmet nadaljnjih 
raziskav. 
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Preglednica XII: Vsebnosti flavonoidov v analiziranih vzorcih z UPC2 (n = število ponovitev injiciranj) ter njihove RSD 





RUTIN KVERCITRIN KVERCETIN 
vsebnost 
(mg/g) 
RSD (%) vsebnost 
(mg/g) 
RSD (%) vsebnost 
(mg/g) 
RSD (%) 
listi CV1 2 - - - - - - 
listi CV2 2 - - - - - - 
listi CV3 2 - - - - 0,5034 0,50 
nezreli plodovi CV3 2 - - 0,0687 7,29 0,1880 2,26 
zreli plodovi CV3 2 0,1911 1,72 0,6108 0,18 0,0861 0,39 
kaša CV2 2 - - - - - - 
kaša CV3 2 - - - - - - 
 
Preglednica XIII: Vsebnosti flavonoidov in fagopirinov v analiziranih vzorcih s HPLC (n = število ponovitev injiciranj) ter 






















suhi listi (aceton 
: voda) 
3 45,8542 1,45 0,8734 0,85 2,1147 3,15 4,0665 7,05 
listi CV1 (CO2) 3 - - 0,2144 1,12 0,1552 2,04 25,5416 6,56 
listi CV1 (EtOH) 3 0,2268 2,20 0,1561 2,22 0,1607 5,69 22,1746 6,08 
listi CV2 (EtOH) 3 - - - - 0,1240 0,82 19,7914 4,66 
listi CV3 
(tekočina) (CO2) 
3 0,0004 0,90 - - 0,1564 1,55 8,3247 8,08 
listi CV3 
(koščki) (CO2) 
3 - - - - 0,1163 0,77 8,7217 3,22 
listi CV3 (EtOH) 3 - - - - 0,1725 0,67 17,2257 1,86 
suhi cvetovi 
(aceton : voda) 
3 14,8563 2,04 1,2230 1,00 0,7473 0,78 0,9917 15,62 
cvetovi CV1 
(EtOH) 
3 0,0563 12,05 2,6346 0,81 0,4009 0,68 9,4334 3,89 
suhi nezreli 
plodovi (aceton : 
voda) 
3 0,6090 1,73 0,0097 2,04 0,1728 0,42 0,7337 1,24 
nezreli plodovi 
CV3 (EtOH) 
3 - - - - 0,1175 1,05 4,2353 5,07 
suhi zreli plodovi 
(aceton : voda) 
3 0,0509 2,89 - - 0,0922 4,85 0,6082 1,84 
zreli plodovi 
CV3 (EtOH) 
3 - - 0,0527 2,50 0,1003 1,82 2,6936 6,16 
kaša CV1 (CO2) 3 - - - - - - 2,1556 1,07 






3 - - - - - - 2,0879 4,48 
 
 
 
